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Abstract： Conjugating enzyme with nanoparticles is an effective approach to enhance the
characteristics of enzyme molecule in biosensor. A highly active enzyme -nanoparticle complex，
HRP-IgG GNP，was prepared by immobilizing horseradish peroxidase labeled antibody （HRP-IgG）
onto the surface of gold nanoparticle （GNP）. The HRP -IgG GNP complex was applied to the
enzyme -linked absorbent immunoassay （ELISA） and a highly sensitive nanopaticle -enhanced
ELISA method was developed against nortestosterone （NT）. The sensitivity of the novel method
reached 0.01 ng/mL and the linear range was 0.03~10 ng/mL. the nanopaticle-enhanced ELISA
method was 10 times more sensitive than the traditional ELISA method. The above method has
promising applications for developing highly sensitive immunoassay methods.
Keywords： nortestosterone，gold nanoparticle，nanopaticle-enhanced ELISA

摘要： 作者通过辣根过氧化物酶标记抗体（HRP-IgG）蛋白分子固定在金纳米粒子（GNP）表面的
方法，制备得到一种高活性的酶-金纳米复合物（HRP-IgG-GNP）。将该 HRP-IgG-GNP 应用于酶
联免疫分析（ELISA）方法中，针对去甲基睾酮（NT），建立了一种高灵敏的纳米增强 ELISA 方法。
该方法的检测灵敏度达到 0.01 ng/mL，线性范围为 0.03~10 ng/mL。与传统 ELISA方法相比，该方
法的灵敏度提高了 10倍。 该纳米增强 ELISA方法有望开发高灵敏免疫分析方法中获得广泛应
用。
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去 甲 基 睾 酮（nortestosterone ，NT），简 称 诺 龙 ，
是一种合成甾体激素，具有雄激素样作用的同化激

素[1]。 临床主要用于治疗贫血、老年性骨质疏松、恶

病质及男性避孕药的研究等。 由于 NT 具有很强的

促蛋白合成作用，也被非法用于运动员以提高运动

成绩和动物饲料添加剂[1-2]。 去甲睾酮作为动物饲料

添加剂会在食用动物的肝、肾等组织中残留，过量

摄入高残 留 的 NT 的 动 物 组 织 后 可 产 生 激 素 样 作

用，如破坏人机体的激素平衡、干扰人的内分泌功

能、影响生育能力、发育毒性（儿童早熟和女性男性

化），可导致糖尿病，高剂量积累甚至可诱导心血管

疾病[3-4]。
已有许多用于 NT 检测的方法报道， 包括气相

色谱-质谱、液相色谱-质谱方法[5-6]。 色谱-质谱联用

是一种非常灵敏和准确的激素药物检测方法，但是

这些方法需要高技能的操作人员，离不开昂贵的大

型设备和大型的实验室，而且其检测是一个冗长繁

琐的过程。 因此，这些弱点限制了这类方法的应用。
免疫分析能够克服以上色谱-质谱方法的不足，如

作者所在 研 究 室 开 发 的 检 测 NT 的 酶 联 免 疫 分 析

（ELISA）[7]、胶体金免疫层析检测 [8-9]方法，具有测试

操作简单、仪器廉价、速度快、样品检测通量高等优

点，因此可应用于大量生物样品的筛选检测。 最近

有报道 NT 的单克隆抗体筛选成功[10]，并建立 NT 的

免疫检测方法， 将有利于该技术和产品的稳定供

应。 进一步提高以上方法的灵敏度，可在实际样品

前处理采用高稀释倍数， 从而降低样品基质的干

扰，提高检测结果的重复性和准确性。 作者利用金

纳米粒子的高比表面积，采用酶标抗体修饰的金纳

米粒子作为 ELISA 中的探针，建立了一种新型的基

于纳米增强的酶联免疫分析方法。 与传统 ELISA 方

法相比，该方法的检测灵敏度提高了 10 倍。 因此，
该方法在免疫分析中具有诱人的应用潜力。

1.1 试剂与仪器

1.1.1 试剂 氯金酸，柠檬酸钠、卵清蛋白（OVA）：
均购自 Sigma 公司；去甲睾酮兔源抗体：作者所在实

验室自制；辣根过氧化物酶标羊抗兔（HRP-IgG）：购

自吉泰生物公司；三丁胺、氯甲酸异丁脂、羧甲基羟

胺半盐酸：购自 TCI 化学公司。 其他有机溶剂和无

机盐均为分析纯。

1.1.2 仪器 酶标仪： 热电仪器；Biomate6 微量分

光 光 度 计： 热 电 科 学；Nano ZS 动 态 激 光 散 射 仪：
DLS，马尔文；H-800 透射电镜：TEM，日立公司。
1.2 人工抗原 NT-OVA 的制备

称取 275 mg （约 1 mmol）NT 溶于 10 mL 无水

吡啶，然后加入 219 mg （约 2 mmol）羧甲基羟胺半

盐酸，50 ℃搅拌反应 30 min。减压蒸馏去吡啶。残余

物用 50～100 mL 乙酸乙酯溶解， 加适量水洗 3～4
次。 取上层油样，加入少量无水硫酸钠干燥。 减压蒸

馏去乙酸乙酯，残余物用乙醚重结晶。
采用混合酸酐法与卵清蛋白（OVA ）偶联。所得

产物用双蒸水 （2 L） 透析 2 d， 每日更换缓冲液 4
次，最后两次用 PBS 透析，4 ℃下保存备用。
1.3 金纳米粒子的制备

取 100 mL 质 量 浓 度 为 0.1 g/dL 的 氯 金 酸 溶

液，放入经王水充分洗涤的烧瓶（250 mL）中，搅拌

下用油浴加热至沸腾，加入 2 mL 柠檬酸钠溶液 （质

量分数 1％），溶液变成酒红色后继续加热保持沸腾

20 min。测试所得金纳米溶液光吸收曲线，计算其浓

度为 2 nmol/L[11]，同时透射电镜（TEM）观察其粒径

和分散性。
1.4 酶标抗体-金纳米粒子偶联物的制备

配置质量浓度为 0.2 mg/mL 的酶标抗体（HRP-
IgG）水溶液，取 100 μL 溶液，加入于 1 mL 胶体金

溶液中， 加入不同量的 200 mmol/L 的 K2CO3 溶液

（0，1，2,3 μL），室温下避光振荡 1 h（500 r/min），4 ℃
下静止 24 h。 观察溶液颜色变化， 并测试其 400~
800 nm 范围光吸收曲线，取颜色无变化、光吸收曲

线 没 有 扩 展 的 溶 液。 最 终 选 择 酶 标 抗 体-胶 体 金

（HRP-IgG-GNP） 的制备条件为：0.1 mg/mL 酶标抗

体，2 μL 的 K2CO3 溶液。
1.5 纳米金-酶标二抗的光谱和粒径分析

用微量分光光度计测试 400~800 nm 波长范围

GNP 和 HRP-IgG-GNP 的吸收光谱。 采用 DLS 测试

3 种样品的平均粒径，每种样品测试 3 次，取平均粒

径测试结果的平均值为各样品的水合粒径。
1.6 纳米增强酶联免疫法建立

与传统酶联免疫法的操作步骤相同 [7]。 首先采

用 NT-OV（100 μL/孔）包被微孔板，PBST 洗液洗涤

后，以 0.5%的 OVA 封闭（200 μL/孔），洗 液 后 得 到

敏化的微孔板，将其 4 ℃下干燥保存备用。 向微孔

中分别加入不同浓度的标准溶液（50 μL/孔）。 以抗

材料与方法1
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体稀释液稀释抗体（50 μL/孔），振荡 1 min 后，37 ℃
孵育 30 min。 洗液充分洗涤后，加入抗体稀释液稀

释一定倍数的 HRP-IgG-GNP 复合物（100 μL/孔），
37 ℃下孵育 15 min。 洗涤后加入 TMB 显色液（100
μL/孔），37 ℃反应 15 min， 加入 2 mol/L 硫酸（100
μL/孔）终止反应。酶标仪中检测 450 nm 处的光吸收

值。
1.7 样品前处理

取经过确证未受 NT 污染的牛肉样品， 每份 2
g，剪碎，采用高浓度 NT 标准溶液添加，添加标准溶

液后，静置 30 min，得到 NT 质量浓度分别为 1、5、
20 μg/mL 的模拟样品。 向上述样品中加入 4 mL 缓

冲液 PBS（pH 8.0，0.01 mol/L）和 1 mL 甲醇，高速下

匀浆 2 min，5 000 r/min 离心 10 min。 吸取上清液，
以 PBS （pH 8.0，0.01 mol/L） 缓冲液稀释 8 倍。 在

ELISA 分析中，每个微孔加入 50 μL 的该样品溶液，
所得结果对照校正曲线计算得到测试浓度。

2.1 人工抗原 NT-OVA 分析

对 NT、OVA、NT-OVA 进行光谱扫描， 结果见

图 1。 NT-BSA 的吸收光谱分别具有 NT 和 OVA 的

吸收特征，并且由于在蛋白质结构上偶联了一定量

的 NT 分子，导致了蛋白质特征峰的偏移，可以证明

成功制备了人工抗原。

图 1 NT、OVA 和 NT-OVA 的紫外吸收光谱

Fig. 1 Absorption spectrum of NT、OVA and NT-OVA

2.2 HRP-SA-GNP 生物偶联物的表征

GNP 和纳米-酶复合物（HRP- IgG-GNP）的吸

收光谱见图 2。 由图 2 可知：GNP 的最大吸收峰为

518 nm， 当 前 述 条 件 下 GNP 表 面 吸 附 一 定 量 的

HRP- IgG-GNP 后， 最大吸收峰红移 11 nm， 达到

529 nm。 这与 GNP 随着粒径增大，其共振吸收峰红

移的规律是一致的。

图 2 GNP 及 HRP-IgG-GNP 的吸收光谱

Fig. 2 Absorption spectrum of GNP and HRP-IgG-GNP

采用 DLS 分析 GNP 和 HRP- IgG-GNP 的粒径

分布， 比较 GNP 和 HRP- IgG-GNP 的水合分子半

径， 可以定性地观察 GNP 表面分子覆盖的程度，结

果见图 3。 计算 GNP 和 HRP- IgG-GNP 的粒径分

布，平均水合粒径分别为 18 nm 和 33 nm。 GNP 结

合了 HRP- IgG-GNP 后， 其粒径增加了 15 nm，与

HRP-IgG 的水合分子半径相近。 这说明 HRP- IgG-
GNP 与 GNP 的结合是比较紧密的， 有利于其作为

酶标记物的稳定使用。

图 3 GNP 和 HRP-IgG-GNP 的粒径分布

Fig. 3 Particle size distribution of GNP and HRP-IgG-
GNP

采用透射电镜（TEM）分 析 纳 米 金 及 其 结 合 酶

标二抗复合物，结果见图 4，可见柠檬酸还原法制备

的 GNP 粒径为 16 nm 左右，粒径均一，分散性好，
GNP 表面结合 HRP-IgG 后， 仍然保持均一的粒径

和单分散性。
2.3 纳米增强 ELISA 分析 NT

采用传统 ELISA 方法的溶液体系，经方正法选

择抗原、抗体和酶标记物的质量浓度，质量浓度分

别 为 4.0 μg/mL 的 NT-OVA、1.2 μg/mL 的 NT 抗

体，金纳米-酶标记物（HRP-IgG-GNP）的稀释倍数

为 100 倍。 对不同质量浓度的 NT 标准溶液检测结

果见图 5。 其检测灵敏度为 0.01 ng/mL（定义抑制率

结果与讨论2
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为 90%处， 检测线性范围为 0.03 ~100 ng/mL （R2=
99.3%），而传统 ELISA 方法的检测灵敏度为 0.1ng/
mL，检测线性范围为 0.3 ~10 ng/mL（R2=99.7%），两

者相比，基于纳米增强的 ELISA 方法的灵敏度提高

了 10 倍。 以上结果说明，纳米金负载多个酶标二抗，
显示出一定的放大效应，因此，作为新型的酶标二抗

试剂应用于 ELISA 方法中，具有广泛的应用潜力。

图 4 TEM 图：GNP （a）和 HRP-IgG-GNP （b）
Fig. 4 Transmission electron microscopy images of GNP

（a） and HRP-IgG-GNP （b）

图 5 两种 ELISA 方法检测 NT 的校正曲线

Fig. 5 Calibration curve for the two ELISAs against NT

2.4 分析应用

在样品处理中采用了高稀释倍数的方法，对降

低样品基质的干扰具有明显作用 [11-12]。 对残留范围

1.0~20 μg/kg 的牛肉样品，检测回收率可达到 87.8~
96.2%，相对偏差小于 9%。 相比传统 ELILSA 方法，
检测结果的更准确、重复性更高[7，11]。

表 1 牛肉样品添加回收率的测定 （n=5）
Table 1 Recovery of NT in beef detected by the

nanoparticle-enhanced ELISA

通过简单的方法在纳米金表面负载 ELISA 检

测中常用的酶标二抗分子，可得到更高活性的酶标

二抗-纳米金复合物。 该复合物具有单分散性和高

催化活性等优点， 将其应用于激素 NT 的 ELISA 检

测中，可将传统 ELISA 方法的灵敏度提高 10 倍，同

时 改 善 检 测 的 准 确 性 和 重 复 性 。 该 方 法 有 望 在

ELISA 和其它免疫分析方法中获得广泛应用。

结 语3

添加质量分数/
(μg/kg)

检测质量分数/
(μg/kg)

回收率/% 相对偏差/%

1.0 0.878 ± 0.076 87.8 8.7

5.0 4.81 ± 0.34 96.2 7.0

20 18.86 ± 1.55 94.3 8.2
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科 技 信 息

加拿大公布乳制品、豆制品中三聚氰胺含量的调查结果

4 月 18 日，加拿大食品检验署（CFIA）公布了 2010-2011 年度乳制品、豆制品中三聚氰胺含量的调查结果。 结果发

现，所有的受检产品均安全，不会对消费者的健康构成威胁。

本次调查共抽取了来自 11 个城市的加拿大国产及进口产品中的 590 件样品，其中乳制品 302 件，豆制品 288 件。

除了婴儿配方/谷物(粉)，测试样品包括冷藏饮料牛奶、糖果、奶酪、牛奶、浓缩乳霜(冷藏随时可使用),牛奶、即时混合饮料、

酸奶和调味料。测试的大豆制品包括冷藏和非冷凝大豆饮料/饮料、奶酪、面霜、豆奶、大豆、豆腐等。检测结果表明，所有牛

奶、大豆产品中的三聚氰胺含量均低于加拿大三聚氰胺临时标准（2.5ppm）。 所有的婴儿配方奶粉及米粉中均未检出三聚

氰胺。

三聚氰胺是一种在商业与工业领域内应用的人工合成产品，并不会天然存在于环境与食品中，也禁止添加于食品

中。 然而由于化肥以及杀虫剂的使用，食品中可能会出现微量的三聚氰胺残留。

［信 息 来 源 ］Canadian Food Inspection Agency. All Milk-Based and Soy-Based Product Samples Tested for Melamine
Safe for Human Consumption [EB/OL]. (2013-4-18). http://www.inspection.gc.ca/about-the-cfia/newsroom/news-releases/2013-
04-18/eng/1365615404545/1365615413753.

欧盟拟取消 1,3-二氯丙烯的最大残留限量

5 月 3 日，欧盟食品安全局就审查 1,3-二氯丙烯（1,3-dichloropropene）的最大残留限量发布了意见，建议取消其残留

限量规定。

欧盟食品安全局认为，由于欧盟已停用 1,3-二氯丙烯，国际食品法典委员会也未制定 1,3-二氯丙烯的最大残留限

量，而且 EFSA 也未收到进口限量通报，因此建议取消 1,3-二氯丙烯在动植物商品中的残留限量规定。

［信 息 来 源 ］EFSA. Reasoned opinion on the review of the existing maximum residue levels (MRLs) for dichlobenil
according to Article 12 of Regulation (EC) No 396/2005. EFSA Journal 2013;11(5):3218.
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